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摘 要 在逆转录病毒载体 9:;<* 中引入人神经营养因子.4（=*/.4），构建成重组质粒 9:;<*.*/4，转染包装细胞

>?4!" 后经 @#!1 筛选得到几个稳定产毒的细胞克隆。测定这几个克隆的病毒滴度，最高达到 !A2% B !%8，且产毒细

胞株不产生复制型病毒。>CD 和大乳鼠背根神经节活性检测证明 =*/.4 已整合到宿主细胞基因组并能稳定表达。
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神经营养因子.4（*0,F’GF’9=HI.4，*/.4）属于神经

生长因子（*0FJ0 KF’LG= M6NG’F，*@5）家族类蛋白因

子，能促进多种神经元亚群的发育、生存、迁移和分

化，从而对治疗多种目前尚无较好治疗方法的中枢

神经退行性疾病（如帕金森氏病、阿尔茨海默氏病、

亨廷顿舞蹈症、肌萎缩性脊髓侧索硬化症等）和神经

损伤，具有很大的临床应用价值［!］。但由于中枢神

经系统的血脑屏障阻碍外源药物蛋白进入中枢神经

系统，所以神经营养因子类药物的给药途径就成为

限制其临床应用的瓶颈。基因治疗可以使外源基因

在治疗靶区持续稳定的表达，为应用神经营养因子

治疗中枢神经系统疾病提供了新的可行性［$］。本文

用逆转录病毒载体构建了人神经营养因子.4 的重

组质粒，包装后获得了稳定产毒的细胞克隆，它们可

以包装产生具有一次感染能力的病毒颗粒，同时分

泌表达外源基因 =*/.4。

# 材料与方法

# $# 材料

#%#%# 主要试剂：限制酶购自 /6O6D6 公司；9M, 扩

增酶购自 <6IK’I 公司；/# P*? 连接酶、/6Q 酶购自

华美公司：>CD 产物回收试剂盒、P*? 快速纯化回

收试剂盒和细胞基因组 P*? 提取试剂盒购自博大

泰克公司；脂质体 :H9’M0NG?RS*T、细胞培养基 PRTR
和抗生素 @#!1 购自 @SUCV: UD: 公司。聚凝胺（>’.

(-WF0I0）购自 <HKX6 公司；特级胎牛血清购自天津生

化制品厂。@#!1 用 %A!X’(Y: ZT>T<（9Z") 8）液配制

成浓度为 #%XKYX: 的储存液，经 %A$!X 滤膜过滤除

菌后 [ $%\保存或 #\下存放 $ ] 4 个月；聚凝胺用

>U<（9Z")#）配制成浓度为 #XKYX: 储存液，经 %A$!X
滤膜过滤除菌后 [ $%\保存或 #\下存放 $ ] 4 个

月。

#%#%& 质粒及细胞株：含 =*/.4 全长片段的质粒

R!4X9!1.=*/4，逆转录病毒载体 9:;<* 由军事医学

科学院生物工程研究所二室构建和保存：包装细胞

株 >?4!"、小鼠成纤维细胞 *SZY4/4 由 4%$ 医院基因

治疗中心夏小兵博士惠赠。

# $& 方法

#%&%# 9:;<*.=*/4 的构建：从 R!4X9!1.=*/4 中用

9M, 酶 >CD 扩增出 =*/.4 全长片段，通过设计引物使

片段两端带有 30(D"、.+4ZS 酶切位点，以便于克

隆。引物序列为：

上游引物：8^.C@@??//C?CC?/@ /CC ?/C //@ /// /?/ @.4^
（4%X0F）（其中?CC 为有助于真核表达的 OV_?O 序列）；下游

引物：8^.C@@@?/CC /C? /@/ /C/ /CC @?/ ///.4（̂$2X0F）

反应 条 件：3#\ 8XHI，（3#\ #%‘，88\ #%‘，"$\
3%‘）$8，"$\ !%XHI。扩增产物用 >CD 产物回收试剂

盒回收后，用 30(D"和 56+"酶切，插入同样酶切

的载体 9:;<*，连接，转化，提取转化子质粒进行酶

切及 >CD 鉴定。



!"#"# 细胞培养：包装细胞 !"#$%、小鼠成纤维细

胞 &’(#)# 均 用 含 热 灭 活 胎 牛 血 清 $*+，青 霉 素

$**,-./，链霉素 $**,-./ 的 0121 培养液培养，培

养环境为 #%3，4+567。

!"#"$ 0&" 测序：由 )898:8 公司完成，根据目的片

段中间的序列合成引物，向两头测序。

!"#"% 建立稳定的 ;&)<# 重组逆转录病毒产毒细

胞系：用 =>?@ABCD"1’&2 转染 !"#$% 细胞，方法参见

=>?@ABCD"1’&2 说明书。转染 7E; 后用含 $*+血清的

0121 培养基 $ F E 传代培养；次日在培养基中加入

GE$H（终浓度 E**!I-./）进行筛选。以后每 # 天换

一次液，7 J # 周后，换用含 7**!I-./ GE$H 的维持液

以有限稀释法继续筛选，直到得到抗性稳定的单克

隆。

!"#"& 病毒滴度的测定：产毒细胞系在培养 #K 后

换以无 GE$H 的完全培养基，继续培养 7E; 后，取培

养液经 *LE4!. 滤膜过滤，即病毒原液，立即用于病

毒滴 度 的 测 定 或 M %*3 保 存。 感 染 前 一 天 将

&’(#)# 按 N O $*E 接种于 N 孔培养板中；感染当天

（细胞达到 #*+ J E*+汇合），弃去原培养液，加入

病毒稀释液 $./ 和终浓度为 E!I-./ 的 ?@=PQRBSB。
每一 种 产 毒 细 胞 系 的 病 毒 原 液 都 取 $*M $，$*M 7，

$*M #，$*M EE 个稀释度，每个稀释度接 7 孔（$*M $ 用于

检测 病 毒 原 液 中 是 否 存 在 复 制 型 病 毒，方 法 见

$L7L%）。#%3，4+67 下孵育 #; 后，补加完全培养基

#./，继续培养 7E J EH; 至 $**+汇合。按 $ F$* 传代

至新 鲜 培 养 基，培 养 $7 J 7N; 后 换 以 含 有 GE$H
（E**!I-./）的完全培养基进行筛选。以后每 # 天换

液，持续筛选 % J $*K，即可形成细胞克隆（每克隆 4*
J $** 细胞）。冷甲醇固定，G>.T8 染色记数存活的

细胞克隆数。按以下公式计算病毒滴度：

GE$H抗性 5UV-./W 克隆数
病毒稀释液体积（./）O 传代比例 O 稀释度

W 克隆数
稀释度 O $*

!"#"’ 产毒细胞克隆的 !5: 鉴定：为了检验重组的

逆转录病毒载体是否整合到了包装细胞的染色体

上，设计了 # 对引物，以产毒细胞株和 !"#$% 的基因

组 0&" 为模板进行 !5: 扩增。

（$）针对载体特异的 !"#: 基因，序列为：

上游 4X<5""G")GG"))G5"5G5"GG<#X（7*.BR）
下游 4X<555G5)5"G""G""5)5G)5<#X（7*.BR）

产物长度应为 %Y*Q?。

（7）针对 ;&)<# 基因，引物同 $L7L$，产物长为 %Y*Q?。

（#）针对载体上的病毒包装蛋白基因（ "!$），用于检

测复制型逆转录病毒的存在，序列为：

上游 4X<"55)GG"G"G)5"55""55<#X（$Y.BR）
下游 4X<)"5)))GG"G"GG)5G)"G5<#X（7*.BR）

产物长度应为 E$*Q?，反应条件均为 Y%3 4.>S，

（YE3 E*T，443 E*T，%73 N*T）#*，%73 $*.>S。

!"#"( 产毒细胞克隆表达产物的活性检测

取新生大乳鼠，无菌条件下取出脊髓，在体视显

微镜下分离脊髓背根神经节，仔细剥去外周鞘膜，接

种于预先涂有鼠尾胶的 7E 孔聚苯乙烯板，每孔 7 J
# 个，置于 #%3，4+567 孵箱内，待贴壁牢固后，加

入一定稀释度的待测转染细胞培养液（测活前一天

换为无 GE$H 的无血清培养基）上清，继续培养 EH J
YN;，观察神经突起生长的粗细、密度和长度等情况

并照像记录。用已知活性浓度的 &GU 标准品作为

阳性对照，未作处理的 !"#$% 细胞培养液上清和完

全培养基作为阴性对照。

!"#"( 逆转录病毒原液中复制型病毒的检测：在检

测病毒滴度时，$*M $ 病毒稀释液感染孔不用 G>.T8
染色，而待其存活细胞生长融合。融合细胞传代后

依病 毒 滴 度 检 测 方 法 以 其 培 养 液 上 清 原 液 感 染

&’(#)#，观察 GE$H 筛选后有否存活克隆。

# 结 果

# )! *+,-.$/0-1$ 的构建

将外源基因 ;&)<# 通过双酶切定向克隆至表达

载体 ?/Z[& 的 %&#:’-’()(’ 位点；重组质粒经酶切

与 !5: 鉴定和测序分析，证明 ;&)# 已正确插入载

体 !/Z[&。图 $ 为重组质粒 ?/Z[&<&)# 示意图。图

7 为重组质粒的酶切与 !5: 鉴定的琼脂糖凝胶电泳

结果。图 # 为外源基因的部分测序结果。显示克隆

到载体中的 ;&)# 除第 #YE 位碱基与 GBS\8S] 报道

序列［#］相比发生同义突变（"G"!5G"）外，其余都

与报道序列完全一致。

图 $ 重组质粒 ?/Z[&<;&)# 结构示意图

U>I^$ );B C@STDR,CD>@S .8? @A RBC@.Q>S8DBK ?=8T.>K ?/Z[&<;&)#
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图 ! 质粒 "#$%&’(&)* 的酶切和 +,- 鉴定

./01! 23456/78/50 "#$%&’(&)* 98 3/04:643 ;/6( <4:6</=6/>5
45?8@4 A53 +,-

B1 +,- <4:CD6 >7 6(4 "DA:@/3（EFG9"）；! 1 "#$%&’(&)*H!"#2
（6(4 6(4><46/=AD <4:6</=6/>5 :40@456 >7 6(4 <4=>@9/5A643 "DA:@/3 :(>CD3

94 I 1*J9 A53 ! 1IJ9）；*1 "#$%&’(&)*H$%&-!（K1EJ9）；

I 1 "#$%&H$%&-!（L 1FJ9）；L1"H’()3#@A<J4<

图 * "#$%&’(&)* 质粒部分测序图

./01* %4MC45=/50 @A" >7 "#$%&’(&)*（"A<6）1
)(4 :/64 BG! /: 6(4 9A:4 3/774<456 7<>@ N45OA5J（P），

A53 6(4 >6(4< 9A:4: A<4 6(4 :A@41

! "! 稳定的产毒细胞系的建立

在 NIBQ 筛选下，经有限稀释法，得到 BG 个有稳

定抗性的单克隆，分别为 !,*，BRK，BRI，!.L，BNI，

!OBG，B.BB，B,!，B,L，BO*。这表明，重组逆转录病毒

质粒 "#$%&’(&)* 已稳定转染到包装细胞系 +P*BE。

在包装细胞系中，外源目的蛋白基因及 NIBQ 抗性基

因 )*&- 获得了转录，转录出的 @-&P 一方面可以翻

译产生外源目的蛋白及 NIBQ 抗性，另一方面能被细

胞系产生的病毒外壳蛋白识别和包装，形成具有感

染能力的病毒颗粒。不过，这种病毒颗粒的基因组

-&P 仍然不能编码结构蛋白，也就不能自行装配出

子代病毒颗粒，所以又被称为假病毒颗粒（+:4C3>S/’

<AD "A<6/=D4:）。它只有一次感染能力，不会从感染的

靶细胞中扩散出来，是安全的基因转移载体。

! "# 病毒滴度测定与复制型病毒检测

为了获得高滴度的产毒细胞系以便在后续基因

治疗实验中有效感染靶细胞，需要对上述 BG 个有稳

定抗性的单克隆进行滴定，即集落形成单位（,.T）

的测定。BG 个产毒细胞系的滴定结果如表 B。

表中可见，BG 个产毒细胞系中以 !.L 的滴度最

高，达到 !UQ V BGL。一般而言，滴度在 F V BG* W ! V
BGI 以上者即可用于基因治疗的外体靶细胞转染。

以感染病毒后筛选成活细胞的上清再次感染

&2X*)*，结果不能形成对 NIBQ 有抗性的克隆，证明

BG 个产毒细胞系都不产生复制型病毒。

! "$ 对稳定产毒细胞系的 +,- 检验

以产毒细胞株 !.L 和未转染的 +P*BE 细胞基因

组 Y&P 为模板进行 +,- 扩增，结果如图 I。可见

!.L 细胞基因组 Y&P 能扩增出 )*&-、*)+、(&)’* 基

因，而 +P*BE 细胞基因组 Y&P 中不能扩增出 (&)’*
基因和 )*&- 基因，只能扩增出 *)+ 基因。表明筛选

得到的产毒细胞株 !.L 基因组中已整合有载体和外

源基因片段。

图 I 稳定产毒细胞株的 +,- 检验结果

./01I )(4 +,- <4:CD6 >7 :6A9D4 <46<>S/<AD’"<>3C=/50 =4DD =D>54
P1 6(4 +,- <4:CD6 >7 !.L 045>@4 Y&P；O1 6(4 +,- <4:CD6 >7 +P*BE

045>@4 Y&P；B，!，* /: 6(4 +,- <4:CD6 >7 *)+ 0454（IBG9"），)*&- 0454
（EFG9"），A53 (&)’*（EFG9"）<4:"4=6/S4D8；Z1$$BEIH’,*# Y&P @A<J4<

表 % %& 个产毒细胞系的病毒滴度测定结果

’()*+ % ’,+ -.-+/(-.01 02 %& /+-/03./(*45/0678.19 5(8:(9+ 8+** 8*01+;

,4DD =D>54: !,* BRK BNI BRI !.L !OBG B.BB B,! B,L BO*

,.TH@# EUI V BGI B 1K V BGL F 1G V BGI * 1K V BGI ! 1Q V BGL ! 1* V BG* L 1G V BGI ! 1G V BGI F 1I V BG* Q 1G V BG*
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! "# 产毒细胞克隆表达产物的活性检测

用大乳鼠背根神经节检测产毒细胞克隆 !"# 表

达产物的活性，用已知活性浓度的 $%" 标准品作为

阳性对照，未作处理的 &’()* 细胞培养液上清和

+,-, 培养基作为阴性对照，结果见图 #。!"# 细胞

株的培养上清处理的背根神经节长出的神经突起粗

壮，而 &’()* 样品中神经突起无生长或有细弱的生

长及少量许旺氏细胞迁出。相比之下，产毒细胞克

隆 !"# 的表达产物可以明显促进背根神经节神经突

起的生长，而且这种效用可维持 ) 周以上。同时用

!"# 细胞和 &’()* 细胞上清的 # 倍、). 倍稀释液处

理背根神经节，均无明显的神经突起生长。说明

!"# 细胞上清液中 /$01( 表达量较少。

图 # 产毒细胞克隆表达产物的活性检测结果

"234# +56576283 6/5 92:;762<26= :> /$01( 5?@A5BB5C 28 75DDB
9= A;6 C:AB;D 3;83D2:8

;4). 62E5B C2DF62:8 :> !"# 75DD 7FD6FA5 BF@5A8;86；
94 &’()* 75DD 7FD6FA5 BF@5A8;86；74 +,-, E5C2FE；

C4!83GEH $%" B6;8C;AC @A:CF76

$ 讨 论

本实验应用的载体 @HIJ$ 缺失了逆转录病毒

的结构蛋白基因 !"!，#$% 和 &’(，因而是复制缺陷型

载体，它必须借助辅助病毒或包装细胞提供的病毒

复制所必需的反式作用蛋白，才能包装产生子代重

组病毒。本实验采用的包装细胞 &’()* 是目前使用

最广泛的一种包装细胞系统，它来源于 $KL(0(，整

合有单拷贝辅助病毒基因组，由于缺失了!包括信

号，(MH0N 和部分 #MH0N 等病毒顺式结构，因此和病

毒载体之间重组产生辅助病毒的概率大大减低。本

实验发现包装细胞 &’()* 本身也有微弱的促进神经

节神经突起生长的作用，这是因为 &’()* 细胞基因

组中也有 $01( 基因，但其表达相对于重组了外源基

因的细胞而言要弱得多。

本文获得了能稳定产生高滴度假病毒的细胞

株，可以用来感染动物皮肤或肌肉的原代成纤维细

胞来进行动物试验，进而还可以感染人皮肤或肌肉

的原代成纤维细胞进行临床基因治疗，因此该重组

产毒包装细胞株的建立为下一步感染靶细胞，最终

应用于临床基因治疗打下了基础。
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